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論　文　の　内　容　の　要　旨
サーカディアンリズムは体内時計により生み出される約 24 時間の生理的なリズムであり，体内時計は時
計遺伝子の転写制御におけるフィードバックループによって構成される。時計遺伝子の中でもリズム発振の
中枢となる遺伝子群をオシレーターと呼び，現在では「オシレーターによる自己制御フィードバック機構」
が生物時計の基本原理として捉えられている。哺乳類における Period2（Per2）遺伝子をオシレーターとす
るフィードバックループは，時計機構の中核をなすためコアループと呼ばれる。
Cryptochrome1（Cry1）はコアループを構成するオシレーターの一つであり，正の転写因子 CLOCK/
BMALl の転写活性を強力に抑制するが，その抑制機構については未だ解明されていない。CRY1 はタンパ
ク質複合体を形成して機能していることが推測されており，未知の CRY1 結合タンパク質を明らかにする
ことは時計機構解明のために重要な課題である。筆者は，CRY1 タンパク質複合体の機能を解明することを
目的とし，細胞より CRY1 タンパク質複合体を精製し，CRY1 結合タンパク質を同定することを試みた。ア
フィニティータグを付加した mouse CRY1（mCRY1）を培養細胞で発現させ，mCRY1 タンパク質複合体を
精製し，複数の機能未知である mCRY1 結合タンパク質の同定に成功した。同定されたタンパク質のうち，
cofactor としての機能を有すると推定される Myb binding protein la（Mybbp1a）に着目し，Mybbp1a がコアルー
プの制御に関わっている可能性を検討した。
まず，培養細胞を用いて Per2 promoter 活性が Mybbp1a によって抑制されることを示した。さらに
Mybbp1a に対する抗体を作製し，内在性の Mybbp1a が Per2 promoter に結合していることを明らかにし
た。また，同時に，mCRY1 が Per2 promoter に結合していることを示した。以上の結果より，Mybbp1a が
mCRY1 と共に Per2 遺伝子の発現を制御している事が示唆された。
生物時計は末梢組織中の個々の細胞にも強固に存在し，ある種の刺激により自立的なサーカディアンリ
ズムを示すことが知られている。そこで，筆者は培養細胞の Dexamethasone（Dex）刺激により誘導される
Per2 発現のリズムへの Mybbp1a の関与を検討した。細胞を Dex 刺激後，抗 Mybbp1a 抗体，抗 mCRY1 抗
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体および転写抑制状態の指標として知られる Histone H3 ジメチル化 Lys9（K9）に対する抗体を用い，3 者
の Per2 promoter への結合を調べ，Mybbp1a，mCRY1，Histone H3 ジメチル化 K9 がほぼ同じ時期に Per2 
promoter に結合していること，そして，その結合が Per2 の転写抑制と相関していることを明らかにした。
これにより Mybbp1a が Per2 発現のサーカディアンリズムに関与していること，Mybbp1a，mCRY1 および
Histone H3 ジメチル化 K9 が協調して Per2 の発現を負に制御していることが示唆された。さらに，Mybbp1a
が Histone H3 ジメチル化 K9 と強く結合することを確認した。以上の結果から，Mybbp1a，mCRY1，Histone 
H3 ジメチル化 K9 の 3 者が Per2 promoter 上で協調して Per2 発現を抑制する可能性が示唆された。
審　査　の　結　果　の　要　旨
本研究において第二章で示した結果は，時計遺伝子産物の中でもタンパク質としての機能が知られてい
ない mCRY1 に着目し，mCRY1 と結合することを指標に細胞内からタンパク質を精製するという手法の新
規性だけでなく，同定された mCRY1 結合タンパク質がこれまでに結合の知られていない新規な分子であっ
たことから，哺乳類における生物時計機構の解明に有用であると思われる。また，第三章では同定された
タンパク質の中から Mybbp1a に着目し，Mybbp1a が Per2 遺伝子の発現を負に制御することを示したが，
これまでほとんど知られていなかった Per2 遺伝子 promoter に作用する cofactor の発見として価値がある。
Mybbp1aはクロマチンのリモデリングに関わることがすでに報告されており，本研究の知見を発展させると，
リズム発振における時計遺伝子 promoter のクロマチン構造レベルでの転写制御に Mybbp1a が関与している
ことが暗示され，今後の研究の更なる発展が期待される。
以上のように，筆者は mCRY1 結合タンパク質の同定およびその機能解明に対し独創的な研究を行い，生
物時計研究分野に貢献しうる知見を示したと判断される。
よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
